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Procede d'anatyse par hybridation moleculaire d^acides nucleiaues, et trousse pour 



rapplication de ce procede, 



La presents invention concerne un procede d'analyse par hybridation moleculaire 
pour y detecter la presence d'acides nucleiques et une trousse pour Tapplication de ce 
procede. 

Parmi les precedes d'analyse par hybridation moleculaire d'acides nucleiques, la 
PGR (polymerase chain reaction) est de plus en plus largement utilisee. Elle est preferee 
a des methodes d'analyse immunologiques. telles que TELISA, et ce en raison de sa plus 
grande sensibilite. 

En outre, la PGR permet de developper, en fonction du but recherche par Tanalyse, 
des methodes ciblees, d*une tres grande specificite. 

Neanmoins, certaines contraintes specifiques sont liees a Tutilisation de la PGR. Une 
partie importante de ces contraintes concerne les protocoles de preparation des 
echantillons a analyser. 

En effet, les materiaux biologiques peuvent contenir des substances qui sont 
susceptibles d'interferer avec les processus d'amplification de la PGR. 

Parmi ces substances ayant un effet inhibiteur de la PGR, on peut citer par exemple 
rhemoglobine (chez I'homme et les animaux), et les polysaccharides et les composes 
phenoliques chez les vegetaux. 

Les tissus frais sont susceptibles de contenir des quantites importantes de tels 
inhibiteurs. En outre, les phenomenes d'oxydation qui surviennent apres le prelevement 
de ces tissus augmentent Teffet inhibiteur de ces substances. 

Pour eviter au maximum Toxydation des tissus et la presence d'inhibiteurs lors 
d*analyses PGR. on utilise habituellement des techniques d'extraction et de purification 
des acides nucleiques cibles qui permettent de garantir une reaction PGR optimale. 

Ainsi, on peut extraire les acides nucleiques et les purifier ensuite par differentes 
techniques, comme par exemple, purification par affinite, filtration sur gel ou precipitation 
par isopropanol / ethanoL 

Ges techniques d'extraction et de purification peuvent durer jusqu'a plusieurs jours et 
sont couteuses. 

On s'est donctourne progressivement vers des protocoles* d'analyse plus simples ne 
necessitant pas une purification ulterieure des acides nucleiques. 

Dans une methode de Tetat de la technique. Tanalyse d'acides nucleiques est 
effectuee sur un extrait brut de materiel biologique broye. L'echantlllonnage comporte un 
prelevement de tissu a analyser sur du materiel frais ou stabilise (soit par lyophilisation 
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soit par congelation) et en quantite assez importante (200 - 400 mg). Les echantillons de 
tissus preleves doivent etre mis rapidement en presence du tampon de broyage. II est 
egalement imperatif de les maintenir le plus possible a basse temperature. Le tissu est 
broye dans un broyeur manuel ou automatise, ce qui donne Textrait brut, broye. On 
5 centrifuge cet extrait brut et on recupere le sumageant pour Tanalyse. On peut ainsi 
effectuer cette analyse par hybridation moleculaire d'acides nucleiques a partir d'un extrait 
representatif de la totalite des acides nucleiques du materiel biologique preleve. 

Malheureusement, cette technique presente Tinconvenient que lorsque les tissus sont 
fragmentes en dehors du tampon prealablement au broyage, Toxydation des inhibiteurs, 

10 largement repandus dans les tissus (par exemple les composes phenoliques dans le cas 
de tissus vegetaux), augmente considerablement les propriet^s inhibitrices de la PGR de 
I'extrait brut obtenu. Ceci est d'autant plus genant qu'une etape de purification des acides 
nucleiques n'est pas prevue, puisque le travail est effectue directement a partir ce cet 
extrait brut. De plus, les reactlQps enzymatiques des Rnases et Dnases qui interviennent 

15 peuvent egalement nuire ala reaction PGR en deteriorant les acides nucleiques cibles. 

Suivant cette technique, on doit travailler rapidement sur une grande quantite de 
materiel biologique frais, ou alternativement. prendre des mesures lourdes et 
consommatrices d'energie comme la lyophilisation ou la congelation pour la conservation 
des echantillons. 

20 On a propose, par exemple dans EP-A-0 444 649. de preleyer un echantillon de 

materiel vegetal sur une membrane adsorbante que Ton presse sur un tissu frais. Une 
telle membrane peut etre par exemple en nitrocellulose, en nylon ou nylon modifie. Les 
acides nucleiques doivent etre fixes sur la membrane. Toutefois, cette technique reste 
marginale et peu utilisee, car elle pose des problemes en terme de fiabilite. 

25 II reste done desirable de trouver un precede simple d'analyse par hybridation 

d'acides nucleiques. permettant d'obtenir des resultats aussi fiables qu'avec I'etat de la 
technique, meme s'il n'y a pas de purification d'acides nucleiques, II est egalement 
desirable de proposer un tel precede qui permette de travailler avec des echantillons de 
materiel biologique en quantite faible par rapport a celles utilisees traditionnellement , et 

30 d'obtenir une bonne conservation des echantillons sans prendre de mesures 
compliquees. 

On a maintenant trouve avec surprise qu'il etait possible, selon Tinvention, d'obtenir 
un tel resultat en utilisant un precede d'analyse par hybridation moleculaire d'acides 
nucleiques. suivant Tinvention, qui comprend une etape de prelevement d'echantillens de 
35 materiel biologique par un dispesitif de prelevement comprenant des meyens de 
prelevement abrasifs aptes a retenir du materiel biologique sous forme de cellules. 
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Par « moyens de prelevement abrasifs », on entend designer des moyens aptes a 
penetrer, sous I'effet d'une pression, dans la surface du materiel biologique et a y faire 
une incision en sorte que du materiel biologique sous forme de cellules est retenu sur 
lesdits moyens. 

Comme il sera illustre ci-apres, on a constate que les echantillons preleves par ces 
moyens de prelevement abrasifs se deshydratent tres rapidement a fair ambiant, ne 
s*oxydent pas, et peuvent se conserver plusieurs semaines. On a egalement constate que 
les resultats d'analyse obtenus sont aussi fiables plusieurs semaines apres le 
prelevement que si Tanalyse est effectuee immediatement 

Par « hybridation moleculaire », on entend designer dans le cadre du present texte 
toute reaction d'appariement de deux molecules d'acide nucleique a simple brin dont les 
sequences sont complementaires pour former une molecule double brin stable. 

Par « PGR » ou « polymerase chain reaction ». on entend designer dans le cadre du 
present texte toute technique d^hybridation moleculaire qui permet de produire un nombre 
eleve de sequences d'ADN specifiques a partir d'un genome complexe. La PGR permet 
d'amplifier de TADN ou de TARN cible et de le reveler par des techniques de coloration, 
de marquage par sondes fluorescente, ou radioactives. Gomme exemples non limitatifs, 
on peut citer IMC-PGR, la RT-PGR, et la PGR en temps reel. 

Par « materiel biologique », on entend designer dans le cadre du present texte tout 
materiel d'origine vivante : animale. vegetale, humaine, eucaryotique ou procaryotique. 

De preference, le prelevement d'echantillons de materiel biologique du precede 
suivant invention est effectue a I'air ambiant. On travaille dans une atmosphere non 
saturee en humidite, de preference une atmosphere seche. 

On peut laisser simplement les moyens abrasifs charges de leur echantillon 
respectifs sous I'effet de cet air ambiant, ce qui permettra a I'echantillon de materiel 
biologique de secher, et de se deshydrater, Gette mesure est suffisante, pour garantir une 
bonne consen/ation des echantillons. Geci est tres avantageux, car on n'est pas oblige de 
proceder de suite a Tanalyse par hybridation d'analyse nucleiques. 

On peut aussi accentuer le processus de sechage ou Taccelerer un utilisant des 
moyens de sechages supplementaires tels que par exemple, un dispositif de soufflerie 
d'air froid ou chaud (seche-cheveux ou autre), ou en augmentant la temperature (passage 
sur un radiateur, par exemple). 

Grace au precede suivant invention, le prelevement d'echantillons peut etre effectue 
hors d'un laboratoire ou aura lieu Tanalyse. Dans ce cas, le precede comporte une etape 
de transport des moyens de prelevements abrasifs charges de leurs echantillons 
respectifs de materiel biologique vers ledit laboratoire. 
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Pour le prelevement d'echantillons de materiel biologique d'origine vegetal, on peut 
done travailler au champ sans se soucier de la possible degradation des echantillons. ce 
qui n'est pas le cas d'autres methodes de I'etat de la technique, qui necessitent des 
mesures de conservation lourdes telles que la congelation ou la lyophilisation des 
echantillons. 

Les echantillons de materiel biologique regus au laboratoire sur les moyens de 
prelevement abrasifs peuvent etre traites des leur reception, ou suivant les imperatifs et 
desiderata de la personne effectuant I'analyse. 

Le precede suivant IMnvention peut aussi comporter une etape d*extraction des acides 
nucleiques, comprenant une etape d'immersion dans un tampon d'extraction des moyens 
de prelevement abrasifs charges de leurs echantillons respectifs de materiel biologique, 
une etape d'agitation dans le tampon d'extraction, une etape de separation, et une etape 
de recuperation de jus clarifid contenant les acides nucleiques. Cette etape de separation 
consiste de preference en une gentrifugation, dont le sumageant constitue le jus clarifie. 

De preference. I'analyse par hybridation moleculaire se fait par polymerase chain 
reaction (PGR). 

L'analyse par hybridation moleculaire d'acides nucleiques du precede suivant 
I'invention peut etre effectuee en vue de determiner la presence d*un agent pathogene 
dans le materiel biologique. Le materiel biologique consiste en du materiel d'origine 
vegetale. L'invention trouve ainsi une de ses applications dans le domaine du diagnostic 
des maladies des plantes. 

^invention a egalement pour objet une trousse pour la mise en oeuvre du procede 
d'analyse de Tinvention. Cette trousse comporte un dispositif de prelevement comprenant 
des moyens de prelevement abrasifs aptes a retenir du materiel biologique sous forme de 
cellules. 

Ces moyens de prelevement peuvent comporter une matiere solide presentant une 
surface externe abrasive, par exemple, la silice. le verve, les metaux. les fibres de 
carbone et les matieres plastiques et toute autre matiere appropriee. ainsi que les 
melanges de ces matieres. De preference, la surface externe abrasive comprend des 
asperites aptes a retenir des cellules de materiel biologique, par exemple des pointes, des 
crochets, ou des poils. Les brosses a poils durs conviennent comme moyen de 
prelevement abrasifs au sens du present texte. 

Les moyens de prelevement abrasifs du dispositif de prelevement d'echantillons de 
materiel biologique de la trousse suivant I'invention peuvent etre rigides ou flexibles 
(papier de ven-e). ou altemativement le dispositif de prelevement peut comprendre un 
support apte a supporter les moyens de prelevement abrasifs. 
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La trousse comprend des moyens de transport des moyens de prelevement abrasifs. 
par exemple une pochette comportant de petites logettes pour placer individuellement les 
echantillons seches suivant Tinvention sur les moyens de prelevement abrasifs. 

La trousse comprend de preference des moyens d'identification qui permettent la 
trapabilite des echantillons Ces moyens peuvent prendre toute forme adequate 
(inscriptions, code-banre). et etre places sur le moyen de transport ou sur le support ou 
dans certains cas a meme les moyens de prelevements abrasifs (par exemple au verso 
d*un papier de verre). 

Les trousses telles que decrites ci-dessus sont destinees aux echantillonneurs, qui ne 
font pas forcement eux-memes I'analyse par hybridation moleculaire d'acides nucleiques. 

L'invention concerne 6galement des trousses pour les personnes faisant une telle 
analyse. La trousse comprend alors differents reactifs necessaires a cette analyse, le cas 
echant du tampon d'extraction pour analyse par hybridation d'acides nucleiques. et tout 
reactif necessaire. par exemplejdes reactifs specifiques des reactions PGR. 

Ainsi. par exemple la trousse peut comprendre en outre les reactifs necessaires a 
des analyses universelies par RT-PCR tels quelle Kit Titan One Tube RT-PCR (Roche) 
ainsi que les regies a suivre pour definir les amorces d*amplification et sondes specifiques 
a inclure suivant les besoins dans ce protocole optimalise. 

Elle peut comprendre en outre les reactifs necessaires a des analyses specifiques 
par PGR pour la detection d'un ou plusieurs agents pathogenes dans du materiel vegetal 
a savoir: les couples d'amorces ciblant un pathogene ou une association de 
pathogenes tels que: 

PNRSV 10F et PNRSV 10R pour la detection du Prunus Necrotic Ringspot Virus , 

ASGV 5F et ASGV 5R pour la detection de TApple Stem Grooving Virus, 

PDV 17F et PDV 12R pour la detection du Prune Dwarf Virus, 

ASPV 4F et ASPV 4R pour la detection de TAppie Stem Pitting Virus. 

ApMV 1 F et ApMV 1 R pour la detection de I'Apple Mosaic Virus, 

ACLSV 5F et ACLSV 8R pour la detection de I'Apple Chlorotic Leaf Spot Virus. 

^invention sera illustree ci-dessous par la description d'exemples d*execution, avec 

reference aux figures annexees, dans lesquelles : 

La figure 1 est une vue en coupe transversale d'une premiere forme d'execution d'un 
dispositif de prelevement con?u pour la mise en oeuvre d^un^procede suivant invention; 

les figures 2 et 3 illustre un moyen de classement et de transport d'echantillons 
preleves grace au dispositif de prelevement illustre a la Figure 1 , et 

la figure 4 illustre une seconde forme d'execution d'un dispositif de prelevement 
congu pour la mise en oeuvre d'un precede selon invention. 
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Exemples 
Exemple 1 

Detection du virus PNRSV ( Prunus necrotic ringspot virus) dans differents 
rameaux de cerisiers infectes par une RT-PCR sur extrait brut 

On effectue une analyse par hybridation d'acides nucleiques suivant rinvention en 
prelevant par temps sec des echantillons de rameaux d'arbres fruitiers a envoyer au 
laboratoire en vue de detecter la presence d'un agent phytopathogene par analyse RT- 
PCR. 

Dans cet exemple d'execution, on utilise un dispositif de prelevement 1 represents a 
la Fig. 1. Le papier de verre 2 commercialise sous I'appellation S.A,M. Corindon Extra 
Grain 60 est integre dans un boTtier 3 pouvant facilement etre tenu en main et presentant 
une surface plane 4 sur laqUelle vient se fixer le papier de verre 2 au moyen d'un 
dispositif de fixation 5, qui peut etre une bande adhesive, un papier Velcro ou tout autre 
systeme de fixation, Le boTtier 3 contient un devidoir 6 permettant de liberer au fur et a 
mesure de Techantillonnage de nouvelles surfaces de papier de verre vierge, apres que la 
lame 7 a coupe le papier de verre charge de I'echantillon de materiel biologique. Le 
papier de verre vierge vient se deposer sur une zone de prelevement d'echantillon 8. Une 
zone 9 qui ne se couvre pas d'echantillon de materiel biolbgique est prevue a Textremite 
du papier de verre. L*utilisateur peut prendre cette zone 9 entre les doigts ce qui permet 
de detacher le papier de verre qui s'est couvert de materiel biologique dans sa zone 8 et 
d'obtenir sa coupure par la lame 7. 

Trois prelevements sont effectues en verger sur des rameaux d'un cerisier infecte par 
le PNRSV. On realise un prelevement sur un rameau d'un an, par un mouvement 
rectiligne appuye, applique transversalement par rapport au sens des fibres vegetales. Le 
mouvement de frottement centre le rameau doit se poursuivre jusqu'a ce que le bois de 
ccBur du rameau apparaisse. A ce moment, des fragments de tissus vasculaires sont 
retenus sur le papier de verre (aussi appele papier emeri ou papier sable). 

Apres chaque prelevement. le papier de verre 2 charge de tissu de cerisier est 
detache du boTtier 3 au moyen de la lame 7 comme decrit ci-dessus. 

II suffit que ce papier de verre charge soit laisse quelques instants a I'air ambiant 
pour qu'on en constate la deshydratation. Les fragments de tissus sous-corticaux 
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preleves sur le rameau de cerisier sechent rapidement sur le papier de verre et restent 
bien verts. 

Uutilisateur peut alors prendre chaque echantillon recolte par la zone 9 prevue sur le 
papier de verre 2 et le placer, comme illustre a la Fig. 3, dans une des logettes 10 d'une 
pochette de transport 11 prevue a cette fin. Les pochettes 11, une fois remplies 
d'echantillons, sont fermees en repliant leur partie superieure. qui est munie d'un papier 
adhesif 12, protege par une bandelette de papier non representee, que i'on retire juste 
avant de fermer la pochette. 

Comme on le voit a la Fig. 3, une fois la pochette 1 1 fermee, la face tournee vers 
I'utilisateur comprend des zones pennettant une identification precise des echantillons 
grace a des signes distinctifs qui peuvent etre des indications manuscrites concernant la 
date de prelevement, le demandeur de Tanalyse. le type d^analyse, Torigine et le numero 
des echantillons, ou encore un code banre. De cette maniere, la tragabilite de Techantillon 
est garantie. La pochette peut des lors etre inseree dans une enveloppe postale pour un 
envoi au laboratoire par courrier . 

Apres reception au laboratoire. les papiers de verre 2 charges du materiel vegetal a 
analyser sont delicatement retires de la pochette 11 par leur zone 9 et places 
individuellement au fond d'un tube en verre de 15 ml a bouchon vise contenant 1.5 ml de 
tampon ^extraction SCRAP (decrit dans Minsavage et al., 1994. Development of a 
polymerase chain reaction protocol for detection of Xylella fastidiosa in plant tissue. 
Phytopathology 84:138-142). 

Chaque tube est passe au vortex pendant 30 secondes pour liberer les fragments de 
tissus presents sur le papier de verre et ensuite laisse en incubation a 4''C pendant 10 
minutes. 500 pi de jus sont recuperes dans un tube Eppendorf de 1.5 ml et centrifuges a 
10 000 RPM pendant 5 minutes. lOpl du jus clarifie (ou surnageant) est recupere et dilue 
dans 990 pi d'eau distillee. 

2 pi du jus dilue est ajoute aux 23 pi du mix RT~PCR compose sur base du Kit TITAN 
One tube RT-PCR (Roche) et suivant les prescriptions du fabricant auquel ont ete ajoutes 
les 0,5 pi de chaque amorce PNRSV 10F (TTC TTG AAG GAC CAA CCG AGA GG) et 
PNRSV 10R (GCT AAC GCA GGT AAG ATT TCC AAG C) a 20 pM, Les tubes sont 
ensuite soumis a la reaction RT-PCR sur un Thermocycleur Mastercycler (Eppendorf) 
suivant le cycle 30 minutes a 50"C, 5 minutes a 94X, 30 secondes a 94 X. 45 secondes 
a 55^C,1 minute a 72**C (ces trois dernieres etapes sont repetees 35 fois) puis 10 minutes 
a 72^C. 
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Les produits d'amplification sont reveles sur un gel d'agarose 1,5 % avec coloration 
au bromure d'ethidium. Les bandes specifiques a 348 pb sont presentes pour les 3 
prelevements realises. 

Les echantiilons peuvent etre analyses directement apres leur arrivee au laboratoire, 
5 ou etre conserves dans leur pochette 1 1 a temperature ambiante pour analyse ulterieure. 

Example 2 

Detection du virus PNRSV iPrunus necrotic rinaspot virus) dans differents rameaux 
10 de cerisiers infectes par une RT-PCR sur acides nucleiques totaux (ANT) purifies 

Le prelevement des echantiilons est realise de la meme maniere que dans Texemple 
1 ci-dessus. 

Par centre, un protocole cfextractlon et de purification des acides nucleiques totaux 
15 est applique suivant le protocole de S. Spiegel, S.W. Scott, V. Bowman-Vance, Y. Tarn, 
N.N. Galiakparov. and A. Rosner 1996. Improved detection of Prunus necrotic hngspot 
virus by the polymerase chain reaction. Eur. J. PI. Pathol. 102:681-685, Les papiers de 
verre charges en materiel v6getal sont places dans un tube Falcon de 15 ml contenant 2 
ml du tampon d'extraction decrit. Apres agitation vigoureuse pendant 1 minute a 4**C, 500 
20 jjj du jus extrait est recup6r6 en vue d'une extraction suivant le protocole decrit par 
Spiegel et al., 1996. 

A titre de comparaison. une extraction identique d'acides nucleiques totaux est 
egalement realis6e suite a un protocole classique de prelevement d'§chantillons, a savoir; 
la tailie au secateur, au champ, de rameaux. 
25 Pour garantir la validite du test, on selectionne les mSmes rameaux que ceux sur 

lesquels Techantillonnage a deja ete effectuS grace au dispositif de prelevement 1 de 
rinvention. 

Ces rameaux sont ramenes au laboratoire ou un ecor9age superficiel de chacun 
d'eux est realise sur environ 5 cm de long a Taide d'une lame de scalpel n'^S pour eliminer 

30 Tecorce. Sur la meme zone, a Taide d'une lame de scalpel n** 4, les tissus vasculaires sont 
grattes jusqu'au bois de coeur pour obtenir environ 400 mg -de ces tissus. Ceux-ci sont 
recoltes, peses et places dans une pochette de broyage en plastique munie a Tinterieur 
d'un filet en nylon, avec ajout de 10 fois le volume de tampon d'extraction decrit par 
Spiegel et ai, 1996 (soit 4 ml pour 400 mg de tissus). Le broyage est effectue au moyen 

35 d'un homogeneisateur a billes de type Holmex jusqu'a obtention d'une destructuration 
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complete des tissus. 500 pi du macerat est recupere en vue d*une extraction suivant le 
protocole decrit. Toutes ces operations d'ecorgage, de grattage, de recolte, de pesee et 
de broyage doivent se derouler le plus rapidement possible en iaissant en permanence 
les tissus preleves a basse temperature (1 a 2 **C). 
5 Apres les etapes d'extraction. la densite optique des solutions d'acides nucleiques 

issues des deux modes de prelevement est mesuree au spectrophotometre (LKB 
Biochrom Ultrospec II, UK) S 260 nm et 280 nm afin de determiner la concentration des 
solutions et le degre de purete. 

Comme on le voit au Tableau 1 ci-dessous. les prelevements effectues avec le 

10 dispositif de prelevement 1 de invention donnent des concentrations en acides 
nucleiques totaux (ANT) de 215 jjg/ml, 72 pg/ml et 222 pg/ml avec des degres de purete 
respectife de 1.34, 1.55 et 1.34. Les prelevements effectues de maniere classique 
donnent des concentrations en acides nucleiques totaux de 138 pg/ml, 119 pg/ml et 86 
pg/ml avec des degres de purete respectifs de 1.56, 1.36 et 1.48. 

15 " Tableau 1 





Rameau 1 


Rameau 2 


Rameau 3 




ANT 


Degre de 


ANT 


Degre de 


ANT 


Degr§ de 




(pg/ml) 


purete 


(pg/ml) 


purete 


(|jg/ml) 


purete 


Invention 


215 


1.34 


72 


1.55 


222 


1.34 


Procede classique 


138 


1.56 


119 


1.36 


86 


1.48 



Les resultats obtenus montrent que le prelevement effectue suivant Tinvention permet 
d'obtenir une concentration en acides nucleiques totaux comparables ^ celle de la 

20 technique classique, et qu'en terme de degre de purete, la qualite des acides nucleiques 
totaux extraits est similaire. 

Pour la reaction rfamplification, 2 pi des acides nucleiques totaux dilues 100 x sont 
ajoutes aux 23 pi du mix RT-PCR compose sur base du Kit TITAN One tube RT-PCR 
(Roche) et suivant les prescription du fabriquant auquel ont ete ajoute les 0.5 pi de 

25 chaque amorce PNRSV 10F (TTC TTG AAG GAC CAA CCG AG A GG) et PNRSV 10R 
(GCT AAC GCA GGT AAG ATT TCC AAG C) a 20 pM. Les tubes sont ensuite soumis a 
la reaction RT-PCR sur un Thermocycleur Mastercycler (Eppendorf) suivant le cycle 30 
minutes a SOX, 5 minutes a 94**C, 30 secondes a 94 '*C, 45 secondes a 55''C.1 minute a 
72'*C (ces trois dernieres etapes sont repetees 35 fols) puis 10 minutes a 72**C. 
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Les produits ^amplification sont reveles sur un gel d'agarose 1.5 % avec coloration 
au bromure d'ethidium. Les bandes specifiques a 348 pb sont presentes a la fois pour les 
3 prelevements realises suivant Tinvention et pour les 3 prelevements classiques. 

5 Exemple 3 

Detection par PGR en Temps reel du virus BSV sur bananier a partir de 
prelevements realises dans la nervure principale d'une feuille 

10 Comme on le volt a la Fig. 4. on a utilise dans cet exemple d'execution de Tinventlon 

un dispositif de prelevement 13 plus particulierement adapte pour le prelevement 
d'echantillons sur des tissus profonds. 

Le dispositif 13 est constitue d'un stylet 14 en plastique rigide ou en metal de 4 cm de 
long et de 3 mm de diametre d^pnt une des extremites est constituee d'un c6ne 15 de 0.5 
15 cm de diametre a la base^et de 1 cm de long. Le cone 15 est muni d'asperites 16 en 
forme de cuilleres pointues de 1 mm de haut. reparties S la surface de celui-ci. 

Le stylet 14 est verrouille sur le mandrin d'une micro-perceuse 15. Le prelevement se 
fait par rotation a tres basse vitesse (500 RPIVI) du stylet 14 qui penetre la nervure 
principale 18 de la feuille de bananier 19. La rotation dure environ 1 a 2 secondes. 
20 Le stylet 14 charge de materiel vegetal est ensuite recupere, debarrasse des tissus 

excedentaires, laisse a secher quelques instants a I'air ambiant. Un deuxieme 
prelevement est effectue de la meme maniere avec un second stylet. Les stylets sont 
places dans une pochette du type de la pochette 11 montree a la Fig. 3 et laisse k 
temperature ambiante avant son transport vers le laboratoire. 
25 En parallele et a titre de comparaison, un morceau de 5 cm de long est decoupe au 

scalpel dans la nervure principale de la meme feuille 19 et immedfatement congele en 
attendant son transport vers le laboratoire. 

Des reception au laboratoire, un des deux stylets charge de materiel vegetal est 
place dans un tube Falcon de 15. ml contenant 3 ml de tampon d'extraction (137mM NaCI, 
30 8 mM Na2HP04, 1,5 mM KH2PO4. 2,7 mM KCI. 3 mM NaN3. 0.05 % Tween 20. et 80 mM 
, .Na2S03. pH7.2 a7,4). 

Le second stylet est conserve dans la pochette a temperature ambiante pendant 
quatre semaines pour analyse ulterieure. 

Le tube Falcon est passe au vortex pendant 1 minute pour liberer les fragments de 
35 tissus et ensuite laisse en incubation a 4**C pendant 5 minutes. 500 pi de jus sont 
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recuperes dans un tube Eppendorf de 1.5 ml et centrifuges a 7000 RPM pendant 10 
minutes. lOOpI du surnageant clarifie est recup§re et dilue dans 900 pi d*eau distillee. 

1 pi du jus dilue est ajoute aux 49 pi du mix PGR compose de 0.2 mM de chaque 
dNTP, 1 unite de Taq DNA polymerase (Roche), 1,4 x tampon PGR. 2 mM MgCI2 
5 (concentration finale), 0.28 pM de chaque amorce et 0.1 pM des sondes a MGB telles que 
d6finies dans M. Delanoy. M. Salmon, and J. Kummert, 2003. Development of Real-Time 
PCR for the Rapid Detection ofEpisomal Banana streak virus (BSV). Plant disease 87:33- 
38. Les tubes sont ensuite soumis a la reaction PCR avec detection en temps reel sur un 
Thermocycleur GeneAmp 5700 Sequence Detection (Applied Biosystems) suivant le cycle 
10 1 minute a 95*'G, 30 secondes a 95 20 secondes a 53**C.1 minute a SO^'G (ces trois 
derni^res etapes sont repetees 50 fois). 

Uintensite de fluorescence mesuree en cours de cycles est convertie en graphique et 
la valeur du Gt (cycle a partir duquel, IMntensite de la fluorescence passe au dessus du 
seuil) est determinee. 

15 Des essais comparatifs ont ete menes entre un prelevement classique (broyage de 

400 mg de nervures congelees de feuille de bananier dans 4 ml du meme tampon 
d'extractlon au moyen d'un homogeneisateur Hoimex) et Texemple 2 de I'invention telle 
que decrit ci-dessus. 

De plus, quatre semaines apres cette premiere analyse une nouvelle preparation de 
20 Textrait brut a ete realisee de la meme maniere sur le second stylet qui avait ete conserve 
a temperature ambiante dans la pochette et sur 400 mg de nervure congelee. 

Comme indique dans le Tableau 2 ci-dessous, les resultats pour la preparation 
classique et invention sont donnes respectrvement par des valeurs de Ct (Cycle 
threshold correspondant a un seuil de 0.025) de 35 et de 30 le jour du prelevement et de 
25 35 et 31, quatre semaines apres le prelevement. Les valeurs finales de fluorescence sont 
respectivement de 0,21 et 0.30 le jour du prelevement et de 0.19 et 0.28 quatre semaines 
apr6s le prelevement 



Tableau 2 





Preparation classique 


Invention 




Gt (seuil 
0.025) 


Fluorescence 
finale 


Ct (seuil 
0.025) 


Fluorescence 
finale 


Analyse le jour du 

prelevement 


35 


0.21 


30 


0.30 


Analyse 4 semaines apres le 
prelevement 


35 


0.19 


31 


0.28 
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On constate done que I'invention permet d*obtenir un signal de fluorescence plus 
precoce et une valeur finale plus elevee qu'avec la technique classique. De plus les 
resultats obtenus avec le materiel prepare quatre semaines au prealable sont aussi bons 
que ceux obtenus ie jour du prelevement 
5 Example 4 

Detection par RT-PCR du virus ASGV ( Apple Stem Grooving Virus) sur rameaux de 
pommier recus en tant que materiel frais au laboratoire 

10 Cet exemple montre de quelle maniere le precede d'analyse par hybridation 

moleculaire d'acides nucleiques suivant I'invention est concretement applicable pour un 
laboratoire de diagnostic en phytopathologie. Le dispositif de prelevement employ^ ici est 
constitue d'un simple rectangle de 1 ,5 x 3 cm decoupe dans du papier de verre GUMIC P 
100. 

15 En effet, les conditions de travail sont telles qu'il n'est pas necessaire de disposer 

d'un distributeur, ni de penetrer dans des couches profondes de tissus. Une forme 
simplifiee de dispositif de prelevement suivant invention est done suffisante. • 

Le rameau est depose sur un plan de travail devant Toperateur qui en tient 
Textremite, le papier de verre est maintenu sous Tindex de la main libre de Toperateur qui 

20 applique, avec une legere pression, un frottement transversal par rapport S Taxe 
longitudinal du rameau. Le frottement est poursuivi jusqu'a ce que ie bois de coeur soit 
atteint. Ce prelevement correspond a environ 30 mg de tissus. Le papier de verre charge 
des tissus vegetaux est ensuite place au fond d'un tube en verre de 15 ml a bouchon 
visse contenant 1 ml de tampon d'extraction TE a 4*^0 ( 50mM Tris, pH 8.0. 10mM EDTA). 

25 Tous les rameaux sont prepares de la meme fafon. 

Le tube est pass§ au vortex pendant 30 secondes pour liberer les fragments de tissus 
et ensuite laisse en incubation a 4*^0 pendant 10 minutes. 500 pi de jus sont recuperes 
dans un tube Eppendorf de 1.5 ml et centrifuges a 10 000 RPM pendant 5 minutes. 10ijI 
du surnageant clarifie est r6cupere et dilue dans 990 pi d'eau distillee. 

30 2 pi du jus dilue est ajoute aux 23 pl du mix RT-PCR compose sur base du Kit TITAN 

One tube RT-PCR (Roche) et suivant les prescription du fabriquant auquel ont ete ajoute 
les 0,5 pi de chaque amorce a 20 pM (ASGV5F et ASGV5R) 'telles que d6finie dans J. 
Kummert. M. Vendrame, S. Steyer. and P. Lepoivre,2000. Development of routine RT- 
PCR tests for certification of fruit tree multiplication material. EPPO Bulletin 30: 441-448. 

35 Les tubes sont ensuite soumis ^ la reaction RT-PCR sur un Thermocycleur 

Mastercycler (EppendorO suivant le cycle 30 minutes a 50**C, 5 minutes a 94**C, 30 
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secondes a 94 X. 45 secondes a 55**C.1 minute a 72X (ces trois dernieres etapes etant 
repetees 35 fois) puis 10 minutes a 72*'C. 

Les produits tf amplification sont reveles sur un gel d'agarose 1,5 % avec coloration 
au bromure d'ethidium. La bande specifique se situe a una liauteur de 344 pb. 

On constate que ces resultats sont aussi probants que ceux effectues avec une 
metfiode classique S partir d*un materiel vegetal frais. 

Comme on peut le constater a la lecture de ce qui precede, le precede d'analyse 
suivant {'invention, grace i'etape de prelevement de echantillons de materiel biologique 
par des moyens de prelevement abrasifs limite tres efficacement les phenomenes 
d'oxydation. Les acides nucleiques cibles presents dans les tissus vegetaux 
echantillonnes ne doivent pas directement etre mis en presence de milieu liquide 
tamponne (contrairement au travail sur tissus frais). 

Le precede suivant invention ne necessite le prelevement que de 20 a 40 mg de 
materiel biologique, soit 5 a lO.fois moins que la technique classique. 

II est d noter que, si 1e precede de Tinvention permet un travail en laboratoire sur 
extrait brut, on ne sortira bien entendu pas du cadre de celle-ci si on effectue des etapes 
de purification supplementaires. 

En ce qui conceme les echantillons, ceux-ci peuvent etre analyses un a un ou 
regroupes pour une analyse commune, en fonction des finalites recherch6es. 
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REVENDICATIONS 

1 . Procede d'analyse par hybridation moleculaire d*acides nucl§iques, caracterise en ce 
5 qu'il comprend I'etape suivante : 

- prelevement d'echantillons de materiel biologique par un dispositif de prelevement 
(1; 13) comprenant des moyens de prelevement abrasifs (2 ;15. 16) aptes a retenir 
du materiel biologique sous forme de cellules. 

2. Procede suivant la revendication 1, caracterise en ce que le prelevement 
10 d'echantillons de materiel biologique est effectue a Pair ambiant. 

3. Procede suivant Tune quelconque des revendications, 1 et 2, caracteris§ en ce que le 
prelevement d* echantillons est effectue hers d'un laboratoire ou aura lieu Tanalyse, et 
en ce que le procede comporte une etape de transport des moyens de prelevements 
abrasifs (2; 15. 16) charges de leurs echantillons respectifs de materiel biologique vers 

15 ledit laboratoire. 

4. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il comporte en outre une etape d'extraction des acides nucleiques, comprenant 

une etape d'immersion dans un tampon d'extraction des moyens de prelevement 
abrasifs (2 ; 15, 16) charges de leurs echantillons respectifs de materiel biologique 
20 - une etape d'agitation dans le tampon d'extraction 
une etape de separation, et 

une etape de recuperation de jus clarifie contenant les acides nucleiques. 

5. Procede suivant )a revendication 4. caracterise en ce que Tetape de separation 
consiste en une centrifugation, dont le surnageant constitue le jus clarifie. 

25 6. Procede suivant Tune des revendications precedentes. caracterise en ce que I'analyse 
par hybridation moleculaire se fait par polymerase chain reaction (PGR). 
7. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
I'analyse par hybridation moleculaire d'acides nucl6iques est effectuee en vue de 
determiner la presence d'un agent pathogene dans le materiel biologique. 

30 8, Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 

que le materiel. biologique consiste en du materiel d*origine vegetale. ... 

% '*' 

9. Trousse pour la mise en oeuvre du precede suivant Tune quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle comporte un dispositif de prelevement 
(1 ; 12) comprenant des moyens de prelevement abrasifs (2 ; 14,15) aptes a retenir du 
35 materiel biologique sous forme de cellules. 
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10. Trousse suivant la revendication 9, caracterisee en ce que les moyens de 
prelevement (2; 16. 17) comportent una matiere solide presentant une surface externe 
abrasive. 

11. Trousse suivant la revendicationl 1 , caracterisee en ce que la matiere solide est 
choisie dans le groupe consistant en la silice, le verre, les metaux, les fibres de 
carbone et les matieres plastiques. 

12. Trousse suivant Tune queiconque des revendications 10 et 11, caracterisee en ce que 
la surface externe abrasive comprend des asperites aptes a retenir des cellules de 
materiel biologique. 

13. Trousse suivant Tune queiconque des revendications 9 a 12, caracterisee en ce que le 
dispositif de prelevement (2, 13) comprend un support (3,5,6 ;14,17) apte a supporter 
les moyens de prelevement abrasifs (2; 15,16). 

14. Trousse suivant Tune queiconque des revendications 9 a 13, caracterisee en ce 
qu'elle comprend des moyens (11) de transport des moyens de prelevement abrasifs 
(2; 15, 16) 

15. Trousse suivant Tune queiconque des revendications 9 a 14, caracterisee en ce 
qu'elle comprend des moyens d'identification des moyens de prelevement abrasifs, 

16. Trousse suivant I'une queiconque des revendications 9 a 15, caracterise en ce qu'elle 
comprend du tampon d'extraction pour analyse par hybridation d'acides nucleiques. 

17. Trousse suivant i'une queiconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
qu'elle comprend des reactifs specifiques des reactions PGR. 
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